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摘要 :【 目 的】 本 研究 旨 在 揭示 河南 省 不 同 地 区 棉 蚜 Aphis gossypii 种 群 共 生 菌 Wolbachia 的 感染 情 
况 , 明 确 Wolbachia 的 感染 类 型 及 分 类 地 位 。【 方 法 ]2016 -2017 年 间 采 集 河南 省 不 同 地 区 的 13 个 
棉 蚜 种 群 ,通过 扩 增 COI 基因 片段 对 其 进行 种 类 鉴定 ;通过 扩 增 棉 蚜 种 群 中 Wolbachia 的 wsp 基因 
片段 对 其 进行 Wolbachia 感染 率 的 检测 ,应 用 neighbor-joining 法 构建 系统 进化 树 进行 棉 蚜 种 群 中 
Wolbachia 的 系统 发 育 分 析 。 【结果 】 对 河南 省 内 不 同 地 区 采集 的 13 个 棉 蚜 种 群 的 Wolbachia 感染 
率 而 言 , 郑 州 (ZZ) 种 群 最 高 (46.67% ) ,信阳 2(XY2) 种 群 最 低 (6.67% ) ,13 个 种 群 Wolbachia 的 感 
染 率 范围 为 6.67% ~46.67% ,平均 感染 率 为 28.35% 。 基 于 wsp 基因 构建 的 系统 发 育 树 表明 , 安 
阳 和 信阳 的 棉 蚜 种 群 感染 的 Wolbachia 株 系 属于 B 大 组 ,其 余地 区 棉 蚜 种 群 感染 的 Wolbachia 株 系 
属于 A 大 组 【结论 ] 河 南 省 不 同 地 区 的 棉 蚜 种 群 Wolbachia 感染 率 差 别 较 大 , 且 不 同 种 群 感染 的 
Wolbachia 株 系 分 别 属于 A 大 组 或 B 大 组 。 
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Abstract: [ Aim] This study aims to investigate the infection of secondary endosymbiont Wolbachia in 
Aphis gossypii populations from different areas of Henan province, central China, and further to ascertain 
its infection type and phylogeny. [Methods] A. gossypii samples were collected from 13 areas of Henan 
province during 2016 -2017 , and identified by amplifying the COI gene. The infection rate of Wolbachia 
was detected by amplification of the wsp gene sequence from the Wolbachia in different A. gossypii 
populations. The phylogenetic relationship of Wolbachia in different A. gossypii populations was 
constructed with neighbor-joining method. [Results] The infection rates of Wolbachia in 13 populations 
of A. gossypii collected from different areas of Henan province were different, being the highest 


(46. 67% ) in Zhengzhou (ZZ) population and the lowest (6. 6796) in Xinyang 2 ( XY2) population. 
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The infection rates of Wolbachia in the 13 populations ranged from 6.67% to 46.67% , with the average 


value of 28. 3596. The phylogenetic relationship based on wsp gene indicated that Wolbachia strains in 


both Anyang and Xinyang populations of A. gossypii were identified as supergroup B, while those in other 


populations were supergroup A. [Conclusion] The infection rate of Wolbachia in different A. gossypii 


populations of Henan province varies distinctly, and either supergroup A or B Wolbachia is present in 


these A. gossypii populations. 
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棉 蚜 Aphis gossypii Glover Jgj ^ 3H H ( Hemiptera) 
WERE Aphididae ) 蚜 属 Aphis ,是 一 种 广泛 分 布 于 热 
人 带 . 亚 热带 和 温带 地 区 的 世界 性 害虫 (Kersting et 
al., 1999) 。 文 献 记 载 棉 蚜 在 全 世界 范围 内 有 寄主 
植物 74 科 285 种 ,其 中 在 我 国 可 危害 以 棉花 和 瓜 类 
为 主 的 100 多 种 寄主 植物 (Aldyhim and Khalil, 
1993; Satar et al., 1999, 2005; 曲 爱 军 等 ,2004 ) 。 
该 类 害虫 以 成 蚜 和 寿 蚜 聚集 在 植物 叶片 及 幼 嫩 组 
织 , 刺 吸 植 物 汁 液 ,影响 植物 生长 发 育 ,甚至 造成 植 
物 死 亡 。 由 于 个 体 小 ,繁殖 快 , 极 易 扩散 并 传播 多 种 
植物 病毒 病 等 特点 ,给 我 国 农业 生产 造成 严重 损失 
CP zm, 2013), 

R K E w R Wolbachia 属于 变形 菌 门 
( Proteobacteria) a 变形 菌 纲 (Alphaproteobacteria ) 立 
m w R $ H ( Rickettsiales ) 形 小 体 科 
( Anaplasmataceae ) ,是 存在 于 节肢 动物 体内 的 一 类 
革 母 系 遗 传 的 细胞 内 共生 细菌 。 在 自然 界 中 ， 
Wolbachia 的 分 布 非常 广泛 ,有 多 于 16% 的 新 热带 区 
昆虫 种 类 携带 Wolbachia ,并 且 估 计 有 不 少 于 25% ~ 
70% 的 昆虫 种 类 为 Wolbachia 的 潜在 寄主 (Werren et 
al., 1995; Kozek and Rao, 2007)。Wolbachia 与 寄 
主 互利 共生 ,其 作用 主要 表现 在 对 寄主 生殖 行为 多 
种 方式 的 调控 ,包括 细胞 质 不 亲 和 ( Yen and Barr, 
1971) .诱导 抓 肉 生殖 (Stouthamer et al., 1993) | Wë 
性 化 (Rigaud et al., 1991) ) FU X 4f ( Hurst et al., 
1993 ) 等 ,此 外 还 可 增强 寄主 对 外 界 不 利 因素 尤其 
是 病毒 侵 染 的 抵抗 能 力 (Glaser and Meola, 2011) 。 

一 直 以 来 , Hamiltonella，Regiella 和 Serratia 是 
被 报道 在 蚜虫 体内 感染 率 较 高 的 3 种 次 生 内 共生 菌 
(于 孝 利 等 , 2014; Sepúlveda et al., 2017) , 而 可 调 
控 蚜 虫 生殖 行为 的 ouchia 则 被 认为 在 蚜虫 体内 
感染 率 较 低 (West et al., 1998; Tsuchida et al., 
2002; Gómez-Valero et al., 2004) 。 近 年 来 , 随 着 分 
子 检测 技术 的 不 断 发 展 , 越 来 越 多 的 蚜虫 种 类 体内 
检测 到 了 Wolbachia 的 感染 ,其 中 常用 于 Wolbachia 
的 检测 基因 包括 核糖 体 16S rRNA 基因 ,编码 细胞 





























4H AR EAT] fisz 基因 和 Wolbachia 外 膜 蛋白 基因 wsp 
基因 ( 李 彤 等 , 2013) ,另外 还 有 多 位 点 序列 分 型 技 
术 (multilocus sequence typing, MLST) 利用 Wolbachia 
的 5 个 管家 基因 序列 和 wsp 基因 序列 来 进行 Wolbachia 
基因 序列 型 的 详细 研究 (Baldo et al., 2006), RE 
学 者 在 球 蚜 科 1 种 、 根 瘤 蚜 科 1 种 以 及 蚜 科 下 11 个 
亚 科 包括 棉 蚜 在 内 的 多 种 蚜虫 体内 检测 到 Wolbachia 
的 感染 (Wang et al., 2014) ;国外 学 者 对 采 自 希腊 、 
西班牙 和 葡萄牙、 以色列 和 伊朗 的 共计 425 个 蚜虫 种 
群 的 检测 结果 表明 ,其 中 属于 大 蚜 亚 科 、 蚜 亚 科 、 毛 
是 亚 科 和 灸 管 蚜 亚 科 的 37 个 蚜虫 种 群 内 检测 到 
Wolbachia 的 感染 (Augustinos et al., 2011), R2 H 
前 ,国内 外 对 棉 蚜 体内 Wolbachia 感染 的 报道 相对 较 
^p CES FRI I BG, 2004; Jones et al., 2011) ,为 进 
一 步 了 解 Wolbachia 在 棉 蚜 中 的 分 布 , 本 研究 对 采集 
自 河南 省 多 个 地 区 的 棉 蚜 种 群 样 本 进行 Wolbachia 
的 感染 检测 ,并 对 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 内 感染 的 
Wolbachia 进行 系统 发 育 分 析 , 以 期 为 进一步 揭示 棉 蚜 
及 其 内 共生 菌 Wolbachia 的 系统 进化 提供 研究 基础 。 





























1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 研究 中 供 试 槐 蚜 种 群 于 2016 -2017 年 间 采 
自 河南 省 境内 9 个 地 区 ,共计 13 个 棉 蚜 种 群 , 棉 蚜 
的 采集 地 .采集 日 期 .寄主 植物 等 信息 详 见 表 1。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

棉 蚜 的 基因 组 DNA. 提取 参照 吴 玉 新 等 (2008) 
的 方法 ,并 根据 宋 月 等 (2014) 的 研究 进行 了 优化 。 
将 单 头 棉 虹 成虫 置 于 灭 菌 的 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 
3 uL STE 裂解 液 (10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L 
EDTA, 0. 1 mol/L NaCl, pH 8.0) ,在 -20% 条 件 下 
冷冻 2 ~3 min, 充 分 研磨 蚜虫 至 匀 浆 ;补足 裂解 液 至 
20 pL, 并 加 入 1.5 pL 20 mg/mL 的 蛋白 酶 K;56%C 
恒温 水 浴 和 裂解 1.5 ~2 ,然后 95 避 水 浴 10 min AK 
活 和 蛋白酶 ;低速 离心 后 -20%C 冰 箱 保 存 备 用 。 
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表 1 河南 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 采集 信息 



































Table 1 Sampling information of Aphis gossypii populations in different areas of Henan province 
种 群 代码 采集 地 点 经 纬度 采集 日 期 寄主 植物 样本 量 
Population code Sampling locality Longitude and latitude Sampling date Host plants Sample size 
AY 安阳 Anyang 114?34727"E, 36°06'31”N 2017.08.16 棉花 Cotton 15 
AY2 安阳 Anyang 114?31'18"E, 3620527" N 2017.08.16 棉花 Cotton 15 
JZ 焦作 Jiaozuo 112*41/24" E, 34*54/30" N 2016. 07.09 棉花 Cotton 15 
KF 开封 Kaifeng 114?15'59"E, 34?44'16"N 2016.05.02 {J Watermelon 15 
LH 漯河 Luohe 113°59'40"E , 33°37'27"N 2017.08.26 棉花 Cotton 15 
NYI 南阳 Nanyang 114?34'07"E, 31?47'47"N 2016. 06. 13 棉花 Cotton 15 
NY2 南阳 Nanyang 112?25'14"E, 32?54'30"N 2017.05.08 棉花 Cotton 15 
XX 新 乡 Xinxiang 113?42'08" E, 35?00'53" N 2017.05.10 棉花 Cotton 15 
XYI 信阳 Xinyang 114?53'01"E, 31?34'03"N 2017. 06. 03 大 牵 牛 Morning glory 7 
XY2 信阳 Xinyang 114?47'59"E, 31?31'31"N 2017. 06. 03 棉花 Cotton 15 
XY3 信阳 Xinyang 114?48'27"E, 31?30'55"N 2017. 06. 03 棉花 Cotton 15 
ZK 周口 Zhoukou 114551'26"E, 33?30'03"N 2017.06.02 UL Xj Cowpea 15 
ZZ 郑州 Zhengzhou 113°28'22"E , 34°46'04"N 2017.05.10 棉花 Cotton 15 


1.3 棉 蚜 的 分 子 鉴 定 及 其 体内 Wolbachia 的 检测 

为 确保 本 研究 中 所 分 析 的 个 体 均 为 所 需 的 棉 
蚜 , 本 研究 中 选用 CO7 基因 通用 引物 LCO1490(5”- 
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') 和 HCO2198 
(5'-TAAACTTCAGGGTGACCA AAAAATCA-3') ( Folmer 
et al., 1994) 对 采集 的 棉 蚜 种 群 进行 分 子 鉴定 。 
PCR 反应 体系 (25 uL): 2 x Taq PCR. Master Mix 12 
RL, 上 下 游 引 物 (10 pmol/L) 4 1 pL, DNA 模板 1 
uL, XG7K 10 uL, PCR 反应 程序 :94% 预 变性 2 
min; 94% 变性 30 s, 46% 退火 40 s, 72% 延伸 40 s, 
运行 30 个 循环 ;72Y 延伸 10 min; 4*C (ffs ONES 
蚜 体 内 Wolbachia 的 检测 选用 wsp 基因 进行 扩 增 , 引 
物 名 称 及 序列 为 81F (5'-TGGTCCAATAAGTGAT 
CAAGAAAC-3 FI 691]R( 5'-AAAAATTAAACGCTAC 
TCCA 3^) (Zhou et al., 1998) , PCR 反应 体系 同上 ， 
PCR 程序 :94% 预 变 性 2 min; 94?C 变性 35 s, 50%C 
退火 35 s, 72%C 延伸 40 s, 运行 32 个 循环 ;72%C 延 
伸 10 min; 4C 保存 。 本 研究 中 PCR 扩 增 产物 经 
1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 后 ,委托 生 工 生物 工程 (上 
) 股 份 有 限 公 司 进行 测序 。 
1.4 棉 蚜 体 内 Wolbachia 的 感染 率 及 不 同 地 区 棉 
蚜 种 群 Wolbachia 的 系统 发 育 分 析 

对 棉 蚜 进行 Wolbachia 的 wsp 基因 测定 ,根据 检 
测 结果 计算 不 同 地 区 槐 蚜 种 群 的 Wolbachia 的 感染 
率 ; 所 测 得 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 结果 在 NCBI 
网 站 (https: // blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi) 中 
进行 BLAST 比 对 ,从 GenBank 数据 库 中 检索 并 下 载 
不 同 物种 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 ,基于 不 同 地 区 









































棉 蚜 种 群体 内 感染 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 ,用 
MEGA6.0 ( Tamura 等 ，2013 ) 软件 ,采用 Kimura-2 
Parameter 距离 模型 ,邻接 法 (neighbor-joining，NJ ) 
构建 系统 发 育 树 , 系统 树 各 分 支 置 信和 度 ( bootstrap ) 
均 进行 1000 次 的 重复 检验 ,分 析 Wolbachia 的 系统 
进化 。 





2 结果 


2.1 棉 蚜 的 分 子 鉴定 

利用 cor 基因 通用 引物 对 13 个 棉 蚜 种 群 进行 
序列 扩 增 ,经 GenBank 数据 库 Blast 比 对 及 根据 序列 
相似 度 分 析 , 结 果 表 明 用 于 本 研究 分 析 的 个 体 均 为 
棉 蚜 , 均 可 用 于 后 续 的 共生 菌 Wolbachia 的 检测 。 
2.2 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 Wolbachia 的 感染 率 
过 对 棉 蚜 种 群 内 Wolbachia 的 wsp 基因 进行 
检测 ,得 出 不 同 棉 蚜 种 群 的 Wolbachia 感染 率 (图 
1)。 检 测 结 果 表 明 , 棉 蚜 种 群 内 的 Wolbachia 感染 
率 均 低 于 50% , 且 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 间 Wolbachia 
感染 率 差 异 较 大 ,结合 图 1 中 棉 蚜 种 群 的 采集 地 及 
寄主 信息 ,并 未 发 现 不 同 地 区 间 和 不 同 寄主 植物 间 
棉 蚜 种 群 Wolbachia 感染 率 的 明显 趋势 ,其 中 郑州 种 
群 Wolbachia 感染 率 最 高 ,达到 46. 67% ,信阳 2 种 
f£ Wolbachia 感染 率 最 低 , 仅 为 6.67% 。 
2.3 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 Wolbachia 的 系统 发 育 分 析 

将 本 研究 所 有 测序 得 到 的 wsp 基因 序列 进行 
BLAST 比 对 ,从 CenBank 数据 库 中 检索 并 下 载 24 
条 已 提交 的 不 同 物种 的 Wolbachia wsp 基因 序列 ( 相 
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Fig. 1 
地 理 底 图 下 载 自 河 南 省 测绘 地 理 信 息 
MG 表示 大 牵 牛 。The basal map was 











Wolbachia negative 





图 1 





河南 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 的 Wolbachia 感染 率 


Infection rate of Wolbachia in different Aphis gossypii populations of Henan province 
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色彩 稍 作 修改 。 图 中 虚线 上 字母 代表 寄主 植物 种 类 : Ct 表示 棉花 ,Cp 表示 型 豆 ,W 表示 西瓜 ， 

















ownloaded from Henan Administration of Surveying, Mapping and Geoinformation, with slight modification of 


background and color. The letters on the dotted line indicates the species of host plants; Ct represents cotton, Cp represents cowpea, W represents 


watermelon, and MG represents morning glory. 


关 基 因 的 GenBank 登录 号 详 见 图 2) ,构建 基于 wsp 
基因 的 Wolbachia 系统 发 育 树 ( 图 2)。 图 中 可 以 看 
出 ,采集 自 郑 州 瀑 河 、 南 阳 、 开 封 . 新 乡 、 周 口 和 焦作 
的 棉 蚜 种 群体 内 感染 的 Wolbachia 均 属于 A KH, 
而 采集 自 安阳 和 信阳 的 棉 蚜 种 群体 内 感染 的 
Wolbachia 则 均 属 于 B 大 组 。 











3 讨论 


本 研究 中 ,选用 wsp 基因 对 采 自 河南 省 不 同 地 
区 的 13 个 棉 蚜 种 群体 内 Wolbachia 感染 情况 进行 了 
检测 ,结果 表明 ,郑州 种 群 的 Wolbachia 感染 率 最 高 ， 
为 46.67% ,信阳 2 种 群 的 Wolbachia 感染 率 最 低 ， 
为 6.67% , Wolbachia 在 不 同 地 区 的 棉 蚜 种 群 内 感染 
率 并 未 表现 出 特定 规律 。 值 得 注意 的 是 , 同 为 信阳 
种 群 ,信阳 1 种 群 和 信阳 3 种 群 的 Wolbachia 感染 率 
分 别 为 28.57% 和 40.00% ,而 信阳 2 种 群 Wolbachia 
感染 率 仅 为 6.67% 。 根 据 采 集 地 理 信 息 ,3 个 种 群 
间 并 未 有 明显 的 地 理 阻隔 或 寄主 植物 的 差异 ,3 个 
种 群 的 生境 基本 一 致 ,造成 这 种 现象 的 原因 有 待 于 
进一步 采样 调查 来 分 析 研 究 。Wolbachia 作为 一 种 
与 寄主 互利 共生 的 次 生 内 共生 戎 ,在 多 种 昆虫 内 均 









































有 感染 ( Werren et al., 1995) 。 一 直 以 来 ,国内 外 研 
究 对 于 昆虫 体内 Wolbachia 报道 均 表 明 感 染 
Wolbachia 的 蚜虫 种 类 相对 较 少 (Jeyaprakash and 
Hoy, 2000; Gómez-Valero et al., 2004; HERMETE 
锐 , 2004; Wang et al., 2009; 李 彤 等 , 2013) 。 本 课 
题 组 2016 - 2017 年 共 采 集 河 南 省 内 不 同 地 区 的 42 
个 蚜虫 种 群 ,经 检测 ,共有 豆 蚜 4，craccioora 种 群 21 
个 , 棉 蚜 种 群 13 个 ,大 豆 蚜 4，glycines 种 群 3 个 , 玉 
X IF Rhopalosiphum maidis 种 群 2 个 , 艾 蚜 A. 
kurosawai,£ £Y, ^5 WW A. citricola 和 栾 多 态 毛 蚜 
Periphyllus koelreuteria 种 群 各 1 个 ,其 中 仅 有 棉 虹 种 
群 (13 个 棉 蚜 种 群 均 检测 为 Wolbachia 阳性 ) 和 大 豆 
蚜 种 群 (2 个 大 豆 蚜 种 群 检测 为 Wolbachia 阳性 ) 检 
测 到 Wolbachia 的 感染 ( 男 文 发 表 ) ,这 与 前 人 关于 
感染 Wolbachia 的 蚜虫 种 类 较 少 的 研究 结果 是 一 
致 的 。 

垂直 传播 被 认为 是 Wolbachia 世代 间 的 基本 传 
递 模式 ,已 有 的 大 量 研究 也 揭示 了 其 存在 广泛 的 水 
平 传播 模式 。Huigens 等 (2000 ) 的 研究 指出 , 24 E 
蝶 赤 眼 蜂 Trichogramma kaykai 的 Wolbachia 阳性 个 
IXEN Wolbachia 阴性 个 体 共 享 同一 食物 源 时 ， 
Wolbachia 可 由 阳性 个 体 传染 给 阴性 的 同 种 个 体 ,而 
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安阳 1 棉 蚜 Aphis gossypii Anyang 1 (MH448895) 
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lbachia 系统 发 育 树 (邻接 法 , 1 000 次 重复 ) 


Fig. 2 Phylogenetic tree based on wsp gene sequence of the Wolbachia in different insect species 


( neighbor-joining method, 1 000 replicates ) 
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且 通 过 这 种 途径 获得 的 Wolbachia 可 以 在 新 寄主 体 
内 垂直 传递 给 子 代 个 体 。Sintupachee 等 (2006 ) 的 
研究 发 现 , 在 同一 个 田间 试验 点 的 南瓜 叶片 上 采集 
的 烟 粉 乱 Bemisia tabaci #5 KA Nisia nervosa , 2& Bk 
甲 Phyllotreta sp. MHAI Fi Halticus minutus 4 个 
昆虫 种 群 个 体内 均 存 在 Wolbachia 的 感染 , 且 4 个 昆 
虫 种 群 个 体内 感染 的 Wolbachia 株 系 一 致 ,因此 推测 
or 能 是 Wolbachia 在 不 同 寄主 个 体 间 水 平 传播 

噪 介 。 本 研究 中 通过 对 河南 省 不 同 地 区 所 采集 棉 
wu 感染 的 Wolbachia 的 系统 发 育 分 析 可 以 看 出 ， 
安阳 的 两 个 棉 蚜 种 群 以 及 信阳 的 3 个 棉 蚜 种 群体 内 
































感染 的 Wolbachia 均 属于 B 大 组 ,而 河南 省 其 

域 所 采集 棉 蚜 种 群体 内 感染 的 Wolbachia WENT 
A KH io LB TOT p] 45 VAL PERITI]. Wolbachia 
株 系 在 大 组 (supergroup) 水 平 上 具有 一 定 的 多 样 性 
但 不 同 地 区 棉 蚜 种 群 Wolbachia 在 组 (group ) 水 平 上 
多 样 性 如 何 ? 另 一 方面 从 地 域 上 来 看 ,不 同 地 区 的 
棉 蚜 种 群 间 是 否 存在 不 同 株 系 Wolbachia 相互 交流 
的 可 能 ?这 都 需要 通过 补充 对 河南 省 和 省 外 相近 地 
区 的 样本 采集 和 调查 及 对 Wolbachia 的 MLST 分 析 





























来 进一步 研究 。 男 外 ,有 鉴于 Wolbachia 与 宿主 昆虫 
互利 共生 ,具有 调控 宿主 生殖 行为 的 功能 等 ,因此 感 
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染 不 同 株 系 Wolbachia 的 棉 蚜 种 群 间 是 否 存在 生物 
学 功能 上 的 差异 也 有 待 于 进一步 研究 。 
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